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論文内容の要旨
[背景]
代表的な有機塩素系殺虫剤の⑥-hexachlorocyclohexane (㊨-HCH)は､化学的安定性による環境中での長期
残留性や生物体-の蓄積性に加えて､ガン原性や内分泌撹乱作用も疑われている｡ HCHには理論的に8種の異
性体が存在するが､工業原体として生産されるHCH類には主に4種の異性体((-､ ㊨-､ ㊨-､ 'M一体)が含まれ
る｡これら異性体のう
ち､ ⑥一体のみが殺虫
作用を有しているが､
技術･ゴストの面から
主に工業原体が殺虫
剤として使用されて
きたため､最も化学的
構造が安定なβ -HCH
を始め､他の異性体も
環境中に残留してい
る｡さらに､ HCHは安
価であるという理由
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Flg. 1 S.japonicum UT26株のγ -HCH分解推定代謝経路
物質名: 1, ㊨-hexachlorocyclohexane (㊨-HCH, ㊨-B‖C, 1indane); 2, ㊨-pentachlorocyclohexene; 3,
I ,3,4,6-tetrachloro- l ,4-cyclohexadiene; 4, 1 ,2,4-trichlorobenzene; 5, 2,4,5-tnchlorol2,51CyClohexadlene- l -01;
6, 2,5-dichlorophenol; 7, 2,5-dichlor0-2,5-cyclohexadiene- 1,4･diol; 8, 2,5-dichlorohy血oqulnOne; 9,
chlorohydroqulnOne; 10, hydroqulnOne; 1 1, acylchloride; 12, ㊨-hy血oxymuconic semialdehyde; 1 3,
maleylacetate; 14, β -ketoadipate. 4､ 6は､ dead-end産物を示す｡
から途上国を中心に近年まで使用が継続されており､現在でも多くの地域から残留物が検出されている｡そ
れに伴い､ 2009年のPersistent Organic Pollutants (POPs)条約第4回締約国会議(COP4)により､ (､ ㊥､
㊨-HCHがPOPsに追加され､環境汚染物質として国際的に問題視されている｡なお､ ㊨-HCHの使用は､日本で
は1970年代に禁止され､現在では世界中で製造･使用が原則として禁止されている｡
HCH類が環境中に放出され始めて約70年しか経っていないにもかかわらず､これまでに多くの⑥-HCHを分
解資化する細菌が取得されている｡特に好気的環境下における⑥-HCHの分解資化細菌として日本で取得され
たSphl'ngobl'um japoDl'cLml UT26株の⑥-HCH分解代謝経路および､分解に関わる11'17遺伝子群はその全貌が解
明されているo ll'nAは､ ㊨-HCHの初発分解酵素遺伝子であり､ 2段階の反応で⑥-HCHから2つの塩素を除去
する脱塩化水素酵素をコードしている｡多くの細菌の全ゲノム配列やメタゲノムDNA配列が決定されている
現在においても､ 11'nAと高い相同性を示す遺伝子はHCH分解細菌以外からは見出されておらず､その遺伝的
起源は不明である｡ UT26株は⑥-HCHを炭素源として利用できるが､その分解経路は､途中でそれ以上分解さ
れないd｡ad-end産物が生じる｢未完成｣なものであり､これまでに取得された他のHCH分解細菌でも同様で
ある｡従って､本化合物分解細菌群は､比較的短期間にHCH分解能を獲得したと考えられる｡従って､ ㊨-HCH
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分解細菌は､未解明な部分が多い細菌の環境変化に対する適応･進化機構理解のために適した研究題材とい
える｡
1.可動性遺伝因子を利用した培養非依存的手法による◎-HCH分解酵素遺伝子群の取得と解析
これまでに単離された⑥一HCH分解細菌は､ ㊨-HCHを炭素源とした集積培養と単コロニー分離の過程を経て
取得された｡しかし､近年の微生物生態学的研究から､環境中の細菌のうち実験室条件下で培養可能な微生
物は全体の1%以下であり､大部分が培養困難なVBNC (Viable but non-culturable)細菌であることが明らか
にされており､単離した⑥-HCH分解細菌を対象として得られた知見のみで､ HCH汚染環境における細菌の挙
動を理解する事は困難であるといえる｡そこで､本研究ではHCH類によって長期的な汚染歴のある土壌を対
象とし､棲息細菌の培養の過程を介さない｢メタゲノム的手法｣を用いることで､実際の汚染環境での細菌
の遺伝学的挙動の理解を深めることを目的
とした｡その際､複数の⑥-HCH分解細菌が
保持する11'D遺伝子群の近傍領域で高頻度
に存在することが報告されていた挿入配列
(Insertion Sequence: IS) IS6100に着目し
た｡可動性遺伝因子の一種であるISは､細
菌細胞内での遺伝子の転移に関与するが､
プラスミド等との組み合わせで､細菌の薬
lS6LOO oて〝　JhR hhE odワod3　0〃甲　LLnD JSeLの
J'1 -1~~丁　　●　　　r
1S6JOO oQ7　　　odl t血′■JSe/00
･b,巨許ト一一EH恒ヨ
-　I-　-　-　-　-　-　1-
JSeZOO lid ISeJ 00
･C,巨ヨ咽
- ■- - - -
lS61 00　　　　　JSeJ 00
･d,巨ヨ二二∈ヨ　　　ーニ｣
Fig. 2　PCRにより取得した2コピーのIS6100に挟まれたDNA領域
点線は実際にPCRによって取得した領域を示す｡血遺伝子群には､
矢印に色を付けた｡
剤耐性能や難分解性物質分解能の獲得に大きく関与している｡本研究では､ HCH汚染環境中の細菌集団におい
て､遺伝子の｢運び屋｣としての機能を有する単位である2コピーのIS6100によって形成されるcomposite
transposonにどのような遺伝子が｢乗客｣として存在しているのかについて知見を得る事を目的として実験
を行った｡ HCH汚染土壌DNAを鋳型としたPCRの結果､明確な4本の増幅断片が得られた｡各増幅断片の塩基
配列を決定したところ､完全長の11'DBと11'DhEDlそして11nFの一部が2コピーのIS6100に挟まれて存在し
ていた(Fig. 1)｡以上､ PCR法を用いた本手法が､完全長の機能遺伝子とその周辺領域を簡便に取得する方
法として有効であることが示された｡しかしながら､本研究により取得されたこれら11'n遺伝子群､および
周辺の構造は､インドで単離されたS. 1'ndl'cLm B90Aとほぼ同一であり､新規分解酵素遺伝子の取得には至
らなかった｡その理由として､今回､供試土壌として用いた長期HCH汚染土壌中では､ HCH分解細菌･分解酵
素遺伝子群の集積が既に起きていたため､既知のものとほぼ同一の1ID遺伝子群･DNA領域が取得されたと考
えられた｡
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2. ㊨-HCHによる土壌の試験的汚染化に関する研究
上記の結果を踏まえ､新たに⑥-HCHを土壌-添加することで試験的に⑥-HCH汚染化土壌を作製し､土壌微
生物-与える影響と既知分解酵素遺伝子出現の有無について検討を行った｡ ㊨-HCH汚染歴の無い花岡岩質の
土壌に､ ㊨-HCHを添加した｡汚染後､経時的に土壌からDNAを直接回収し(以下､土壌DNA)､ ( i )IS6100の
量的変化､ (h)11'17遺伝子群の出現の有無､ (iii)16S rRNAを標的としたDGGE法による菌叢の解析､を行い､
また､ (iv)土壌中の⑥-HCH残存量の測定も行った｡その結果､汚染後､ 42　日目の土壌DNAからIS6100の
transposase遺伝子(tnpA)がPCR法によって検出された｡さらに､42日以降の土壌DNAの量を均等にし､ tnpA
を増幅する半定量的pcRを行ったところ､ 42日<86日<113日の順に増幅効率が上昇した｡これらの結果よ
り､ ㊨-HCH汚染土壌中における相対的なIS6100のコピー数が増加したことが示唆された｡一方､ IS6100が
検出された汚染後42日目の土壌DNAからは､既知の⑥一HCH分解経路において⑥-HCHの初発分解反応に関わる
酵素をコードする11nAと､その次の分解反応に関わる酵素をコードする11'J動まPCR法によって検出されな
かったが､汚染化のコントロール土壌として用いた滅菌土壌と比較した場合に､土壌中での⑥-HCH残存量が
大きく減少した｡ DGGE解析からは､明確な菌叢の変動は観察されなかったことから､ ㊨-HCHの土壌-の添加
は､土壌微生物叢を変化させるほどの影響は与えないが､遺伝子レベルから観察できる変化が起こることが
明らかになった｡
3. ㊨-HCHによる試験的汚染化土壌からの⑥-HCH分解細菌群の取得と解析
⑥-HCHによる土壌の汚染化後､日数の経過に伴い土壌中の⑥-HCH量が減少したことを踏まえ､各種の培
弛条件(W無機最小培地､ 1/10W､ W+10ppmイースト抽出物､ W+10ppmコハク酸､ 1/10LI〕完全培地)を用
いた液体培養系により⑥-HCH分解活性の検討を行った｡試料には､汚染後288日目の土壌を用いた｡ガスク
ロマトグラフィー(ECD)による分解活性測定の結果､土壌接種後､約12日日に1/10LB液体培地条件で⑥-HCH
の顕著な分解活性が観察されたが､他の培地条件では分解活性は観察されなかった｡さらに､ 1/10LB液体培
養液中からは､ ㊨-HCHの分解に伴い生じる分解産物と考えられるピークが観察された｡そこで､ UT26株の
㊨-HCH分解経路を参考にして､このピークの推定を行ったところ､ ㊨-HCHから塩素が1つ除去された
㊨-pentachlorocyclohexene (㊨- PCCH)と保持時間(Retention Time: RT)が一致したo　さらに､ GC-MSを用いた分
析から､当ピークが⑥-pcCHに由来することを明らかにした｡
㊨-HCH分解細菌として単離されている菌株のほぼ全てが､ Sphingomonas類縁細菌であることから､本液体
培養液中の細菌集団を構成している菌株について興味が持たれた｡そこで､ 16S rRNA遺伝子を標的とした
DGGE法による菌叢の解析を行い､菌株の同定を行った(Fig.2)｡ DGGE法を行った結果､少なくとも7本の
バンドが観察されたため､個々のバンドを切り出し､塩基配列を決定したところ既知のα-プロテオバクテリ
-　98　-
ア属のSphingomonas類縁細菌と系統的に異なるβ -プロテオバクテリア属のAchromobacler sp･ MGT3株やファ
ーミキューテスに分類されるAneurinibacillus aneurinilyticus株が見出された(Table 1)｡本細菌集団からは､PCR
法によってIinAが増えないことを確認しており､ IinAと構造は異なるが機能が類似した機能的ホモログ遺伝
子が存在していることが考えられた｡
論文リスト
直接関連した論文
G Fuchu, Y Ohtsubo, M Ito, 良 Miyazaki, A Ono, Y Nagata and M Tsu血: Insertion sequence-based cassette PCR:
cultivation-independent isolation of gamma-hexachlorocyclohexane-degrading genes　&om soil DNA･ Applied
Microbiology and Biotechnology, 79, 627-632, 2008･
Fig. 3 16S rRNA遺伝子を標
的としたDGGE法によるγ
-HCH分解細菌集団の菌叢解
析
明確に観察できたバンド
に番号を記し､切り出し後､
塩基配列の決定を行った｡相
同性検索の結果をTable 1.に
示す｡
Tablel.左図の各バンドの塩基配列に対するトップヒット
Band No.　　　　　　　Strain　　　　　　　　　%, idemity (nt)
Band-I AchTt)mObacley SP. MGT3
Bandl2　Achnmobqcler sp. MGT3
Bandl3　　Uncultured bactedum clone S4-2-CL2
Band-4　AchnmobacLer sp･ MGT3
Band-5　　Uncultured bactedumclonc S4-2-CL2
Band-6●　Uncultured bactedum clone S4-2-CL2
A〝eurLnibacJ'lJus anezm-nE-lyEz'cus
Achnmobacter sp. MGT3
Band-7　Achnn20bacおr sp･ MGT3
99 % (495/497)
98 % (582/589)
loo % (538/538)
99 % (579/580)
97 % (505/516)
98 % (578/589)
98 % (579/585)
98 % (587/589)
99 % (558/560)
★　バンドに重なりがあったため､ 3株の異なる菌株が同定された｡そ
の他のバンドについては､明記した1株に由来するものであった｡
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論文審査結果の要旨
地球規模での円滑な物質循環が行われるためには､地球表層に広く棲息する環境細菌の様々な機能が
不可欠であるが､これらの細菌が生態系で生存･適応する分子機構については､ほとんど解明されてい
ない.すなわち､これまでの細菌の研究Li､主に医学的に重要な病原細菌を対象に行われており､環境
細菌の解析は遅れていた｡ヒトの体内等の比較的安定した環境をすみかとする細菌とは異なり､土壌等
の環境条件が多様に変動する場をすみかとする細菌は､それぞれの環境に適応するために､独自の適応
機構を進化させていると考えられる｡特に､人為起源の環境汚染物質分解細菌に関する研究からは､特
定の物質を基質とする分解酵素遺伝子や進化的起源が推定されている分解酵素遺伝子が取得されてお
り､これら酵素遺伝子を手がかりに分解細菌の適応･進化の解明を目的とした研究が行われている｡本
研究では､ (i)メタゲノム的手法による可動性遺伝因子を利用した環境からの機能遺伝子獲得法の確立
と(ii)環境変動に対する土壌細菌集団の応答機構の解明を目的とし､代表的有機塩素系殺虫剤の†-
hexachlorocyclohexane (†-HCH)による長期汚染土壌および試験的に†-HCHで汚染化させた土壌を対象と
した研究を行った｡
i)メタゲノム的手法による可動性遺伝因子を利用した環境からの機能遺伝子獲得法の確立
本手法を用いて†-HCH長期汚染土壌から2コピーの挿入配列IS6100に挟まれて存在する†-HCH分解
酵素遺伝子群(lin)であるIinFの一部とIinRED､ IinBを取得し､本手法が完全長の機能遺伝子をその周
辺領域も含めて取得可能であり､また､遺伝子クラスターを形成する領域も簡便に取得できる手法とし
て有効であることを示した｡
ii)環境変動に対する土壌細菌集団の応答機構の解明
本研究において､ HCH非汚染土壌を†-HCHで試験的に汚染化させたところ､ IS6100が､汚染後42
日目の土壌から検出され､汚染後86日目と113　日目の土壌には､ 2コピーのIS6100に挟まれた形で
様々な遺伝子が存在していた｡また､ 288日目の汚染化土壌を試料とした1/10 LB液体培養系からは､
†-HCHの分解代謝産物である†-PCCHが検出され､新規†-HCH分解酵素の存在が示唆されるととも
に､ 16S rRNA遺伝子を標的としたpCR-DGGE法から､既知HCH分解細菌とは異なる｢属｣の新規γ-
HCH分解細菌の存在が示唆された｡
これまでに分解細菌を対象とした解析からは困難であった､土壌のHCH汚染化に対する土壌細菌集
団の初期の応答機構が､本研究成果で解明された｡本成果は､これまでに取得されている環境汚染物質
分解細菌の形成過程に関する重要な知見であり､今後､得られた知見をもとに長期HCH汚染環境を解
析することで､ HCH分解細菌をモデルとした細菌の環境変化に対する適応･進化機構全容の解明が期
待できる｡
本研究の成果は､論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること
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